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摘 要 


本 文 报 导 了 不 同日 龄 大 鼠 肝 脏 中 非 组 蛋白 染色 体 蛋 上 【UE) 和 (NP) ， 在 
高 分 辩 率 的 等 电 聚 焦 一 3DS3 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电 泳 图 谱 上 去 白班 点 出 现 规律 性 变 
化 。 并 讨论 了 这 一 变化 与 大 鼠 不 同 发 育 阶 段 的 激素 水 平和 基因 调节 的 关系 。 


非 组 蛋白 染色 体 蛋 白 是 真 核 生物 染色 体 结 构 的 组 成 成 份 之 一 ， 其 组 成 的 不 均一 性 组 
织 和 种 属 特 异性 ， 是 这 类 看 白 的 主要 特征 ， 这 些 特 征 在 基因 调控 中 起 着 极为 重要 的 作用 
{Chiu, J. F, 1977，Elgin，S. CR. ct al.，1975)。 非 组 蛋白 指导 DNA 进行 RNA 合 
成 具有 选择 性 刺激 (Tenr，C,S. et al,，1971) ， 以 及 非 组 蛋白 的 免疫 特性 (Kono， 
N, ct al，1977, Bu:tin，NM. ct al，1978) ， 核 抗原 特性 《Fujitani,，H. et al，1978 ) 
等 已 时 有 论述 ，Kanunzo (1979) 和 Medvedev (1979) 用 盘 电 泳 技术 分 别 报导 了 不 同年 
龄 的 大 鼠 脑 、 肝 组 织 中 非 组 蛋白 染色 体 蛋 白带 型 的 差异 。 

本 文 在 上 述 工 作 的 基础 上 ， 进 一 步 从 不 同日 龄 的 大 鼠 肝 脏 染 色 质 中 , 分 离 出 与 DN A 
酬 松 结合 的 非 组 蛋白 染色 体 蛋 白 (UP) 和 与 DNA 紧 密 结合 的 非 组 蛋白 染色 体 蛋 白 (NP 了 )， 
并 用 高 分 辨 率 的 等 电 聚 焦 {IF)-3D5 率 丙烯 酌 胺 凝 胶 电泳 进行 分 析 。 


材料 与 方法 


实验 动物 系 本 所 饲养 场所 供 的 雄性 健康 大 白 民 ， 日 龄 分 别 为 40 天 (体重 80~114 元 ) 
上 60 天 (体重 210~240 克 ) ; 90 天 (体重 300~340 克 )! 取材 前 12 小 时 停食 ， 但 不 断水 ， 
取材 时 断 绒 处 死 ， 训 腹 取 肝 。 

染色 质 制备 ， 用 Marushixe (1966) 方法 ， 染 色 质 制备 到 UP 和 NP 组 分 的 分 离 均 
在 (4°C) 条 件 下 操作 ， 在 制备 大 鼠 肝 染色 质 的 所 有 试剂 中 均 加 入 蛋白 水 解 酶 捉 制 剂 一 
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0,2mM 和 所 化 磺 酸 茎 甲烷 (PYMeSF)。 取 自 10 克 鲜 肝 的 桨 色 质 ， 加 15 毫 升 53 M 尿素 一 50mM 
磷酸 钠 缓冲 液 (pPH7.6)， 匀 浆 后 电磁 搅 挫 两 小 时 ， 在 20,000g 冰冻 《40) 离心 30 分 钟 。 
所 得 上 清 液 即 为 UP 部 分 ,沉淀 加 40 毫 升 上 述 缓冲 液 习 桨 ，20,0008 (4°0) 离 心 30 分 钟 ， 
奔 去 上 清 液 中 残存 的 UP 组 分 ， 如 10 豪 升 5 M 尿 串 一 2 ME&LI 一 1mM 玖 酸 钾 缓冲 流 

(PH 6.8) 习 桨 ， 冰 浴 中 超声 处 理 至 清亮 ， 超 声 液 经 20,000g 冰冻 离心 1 分 钟 ， 所 得 上 
清 液 ， 再 经 兹 基 现 灰 石 柱 〈1x 10 cm) 分 离 。 分 别 用 5 M 尿素 一 2 M KC 一 1mM 和 
50mM 玖 酸 狠 缓冲 液 (pH6,8) 洗 脱 ,流速 5 分 钟 3 毫升 , 50mN 磷 酸 敌 缓冲 波 洗 脱 颖 为 NP 
组 分 ,收集 UP 和 NP 组 分 对 燕 饮 水 壮 析 (4°C), 江干 浓 缩 成 每 毫升 2 毫克 (Maszilliyary, 
A J ct al，1972 Chiu， J, FF, ct al 1975) 。 供 电泳 分 析 用 。 

非 组 蛋白 染色 体 蛋 白 等 电 聚 焦 (IF) 一 SDS 聚 丙 燃 栈 胶 凝 胶 电 泳 {2D-PAGE) 按 晤 
O'Farrell (1975) 方法 ， 浓 缩 的 UP 和 RN P 样 品 直接 加 入 第 一 相 凝 胶 中 ，600 微克 绰 丹 
样品 ! 每 毫升 路 胶 ， 安 福 林 和 mpholiney) pH 3.5 一 10:pH 5 一 7 (0.01:0.04 毫 升 )》 ， 吕 胶 
浓度 为 4 由 。 第 一 相 TF 电 泳 结束 经 平衡 液 0.75M Tris~Cl pH 8.8，25 毫升 10 时 
SDS 15 训 升 f 甘油 5 毫升 BB - 殊 基 乙醇 2,5 毫 升 ， 水 2.5 毫升 混合 ， 平 衡 10 分 锅 ， 然 后 
直接 移入 第 二 相 电 瀛 。10%6 电泳 腕 ，4.7594 浓缩 腕 ， 岂 流 25 迹 安 / 块 板 ， 待 示 踪 染料 走 
到 离 底部 0.5 厘米 处 停止 电泳 ， 约 需 5 一 6 小时。 电泳 后 的 胶 板 用 10 儿 三 握 醋 酸 ， 内 含 
5 %% 栈 基 水 扬 酸 ， 室 温 园 定 1 小 时 后 移入 0.1 中 考 马 斯 之 兰 R250 《溶解 在 35% 乙 醇 : 洒 
乙酸 ;水 =50 ; 10 : 40) 染色 液 中 ， 染 色 2 一 5 小 时 。 染 色 后 用 脱色 液 〈 乙 醇 : 冰 乙 酸 
: 水 二 25 ; 10 : 65 混 合 ) 脱色 《避免 用 里 醇 ), 脱 至 紫 胶 背景 着 色 反 差 大 为 止 ， 效 胶 可 保 
存在 7 %% 广 己 柄 中 或 直接 照相 。 

pH 梯度 测定 按 O'Farrell (1975) 搬 述 草 方 法 。 

非 组 蛋白 染色 体 蛋 白 分 子 量 的 测定 按 Weber 等 人 (1969) 狗 述 的 方法 ， 用 已 知 分 子 
量 的 输 白 作为 标准 ， 按 上 述 的 电泳 条 件 进行 比较 。 





结果 与 讨论 


不 同日 龄 大 鼠 肝 胜 中 与 DN A 榴 松 结合 的 非 组 蛋白 染色 体 蛋 白 (UP》 和 与 DNA 
紧密 结合 的 非 组 蛋白 染色 体 和 蛋白 (N P) 经 等 电 聚 焦 一 5 D S 诊 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 分 离 
表明 ，P 日 梯度 从 4.7 一 7,8 (图 1) 两 者 基本 一 致 。 根 据 图 2 NP 组 分 的 分 子 量 范围 主 
要 是 在 40,.000 一 90;,000，U PP 组 分 在 34,000 一 80,000， 不 同日 龄 的 大 局 肝 UP 组 分 和 
N PP 组 分 的 电泳 图 谱 也 基本 类 似 ， 说 明 大 愤 在 日 龄 为 40 一 90 天 这 一 发 育 阶段 其 基因 调节 
水 平和 代谢 类 型 可 能 差异 不 很 大 ， 但 蛋白 电泳 中 某 些 蛋 白班 点 也 发 生 一 些 变化 。 

UP 组 分 可 分 出 110 个 分 子 量 和 p 刀 梯度 不 同 的 蛋白 刘 点 (图 3，4，5) 将 图 谱 中 变 
化 较 太 的 部 分 分 成 儿 个 区 来 加 以 说 明 。A 区 日 龄 为 40 天 的 大 也 肝 有 3 个 斑点 ，60 天 时 有 
两 个 斑点 显 色 微弱 ， 在 该 区 域 分 子 量 为 6,8x1041PI5.0， 相当 于 40 天 和 区 中 间 一 点 ， 
蛋白 斑点 则 明显 加 深 。C 区 60 天 、90 天 逐渐 出 现 明显 的 p 蕊 不 同 的 四 个 蛋白 斑点 ， 随 着 
日 龄 的 增加 而 加 深 。 和 蛋白 兽 点 DD，40 天 时 清楚 可 见 ， 而 60、90 天 则 模 类 不 清 。 

NP 组 分 (图 6 ,7) 蛋白 斑点 和 AA ，90 天 时 几乎 看 不 到 ， 而 昌 班 点 则 特别 明显 ; 人 0 天 
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的 蛋白 得 点 点 比较 清楚 而 有 斑点 则 不 清 在 C 区 ，40 天 时 只 见 到 一 个 蛋白 班 点 ! 60 天 时 
见 到 两 个 蛋白 斑点 ! 90 天 时 可 看 到 四 个 蛋白 斑点 。 

390 天 大 鼠 肝 UP 和 N P 组 分 电泳 图 谱 虽 较 类 似 ， 但 是 相似 部 分 的 RE 值 不 相同 ， 反 
应 出 分 子 量 的 不 一 致 ， 并 非 UP 部 分 与 NP 部 分 互相 污染 所 造成 。 

UP 组 分 (2D-PAGE) 图 形 的 蛋白 斑点 有 随 日 龄 的 增加 而 减少 的 趋势 。40 和 60 天 
大 鼠 肝 UP 约 有 110 个 蛋白 班 点 ， 而 90 天 时 减 至 约 70 个 蛋白 斑点 。N 了 部 分 蛋白 斑点 只 
有 UP 组 分 蛋白 斑点 的 一 半 。 这 一 结果 与 人 anungo，M. >. 等 人 (1979) 报导 大 自 肝 非 
组 蛋白 染色 体恤 白 随 着 年 龄 的 增加 在 蛋白 带 型 中 有 些 带 消 失 ， 只 出 现 个 别 新 带 的 结果 类 
似 。 

Kanungo，M. S. ct al 还 报导 用 BB- 肉 二 醇 ， 影 响 年 轻 大 展 核 非 组 蛋 和 由 的 磷酸 化 作 
用 ， 但 对 老年 大 鼠 的 影响 却 很 小 。 核 非 组 蛋白 磷酸 化 后 酸性 增强 并 带 有 较 多 的 负电 蓓 ， 
因此 对 起 姐 巡 作用 的 组 蛋 岂 吸引 力 加 强 ， 这 就 使 覆盖 在 该 D N A 节 眉 基 因 上 的 组 蛋 扫 脱 
落 ， 从 而 使 基因 活化 并 增强 转录 作用 。 本 文 UP 和 NP 组 分 (2 DPAGE) 图 谱 中 入 ，P 
和 和 C 等 蛋白 代 点 的 变化 ， 很 可 能 是 由 于 大 鼠 发 育 不 同时 期 , 激素 水 平 的 不 同 ( 表 1), 在 
电泳 图 谱 中 蛋白 斑点 发 生 规律 性 改变 。 





表 1 不 同日 龄 大 鼠 塞 丸 重 量 占 体 重 的 百分比 
ss 日 龄 | 
48 60 | g0* 
es | 
性 重 《 克 ) 105.93 土 4.65 | 221,09+2.0° 319.64 土 ?7.31 
加 天 重 《 澡 》 | 0.88+0,05 2.44+0.06 3,08 土 D,13 
又 世 重 /7 体 或 【 曰 ) | 0.83 士 0.00 1.10+0,00 | 0,96+0.00 





# 为 5 只 大 也 ， 其 余 均 为 10 只 太 民 。 


本 实 经 还 用 相同 方法 比较 了 60 天 日 龄 的 大 刀 脾 脏 和 肝脏 UP 组 分 2D-PAGE 图 诺 
(图 8，4 ), 发 现 电泳 图 谱 完全 不 同 ， 进 一 步 证 实 非 组 恒 白 染色 体 蛋 白 具有 组 织 特异 性 ， 
还 表明 采用 这 一 手段 进行 比较 研究 ， 有 可 能 对 动物 种 局 和 组 织 特异 性 及 动物 年 龄 ， 提 供 
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一 个 可 能 的 探讨 途径 。 

已 知 NHCP 和 包括 许 多 核 酶 ， 对 于 机 体 的 代谢 和 PN A 装 录 具有 调节 作用 。 不 同日 龄 
大 和 鼠 肝 UP 组 分 在 2D-PAGE 图 谱 中 发 生 有 规律 鸭 改 变 ， 家 明 大 鼠 发 育 不 同 阶段 代谢 水 
平 ， 转 录 活 性 的 相应 变化 ， 这 对 于 年 龄 的 鉴别 将 具有 一 定 的 意义 。 可 见 非 组 罩 髓 染 鱼 体 
蛋白 不 仅 具 有 种 属 和 组 织 特异 性 ， 而 且 也 随 着 年 龄 发 生 相应 的 改变 。 
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ANALYSIS OF NONHISTONE CHROMOSOMAL PROTEINS 
BY TWO-DIMENSIONAL GEL ELECTROPHORESIS 
FROM VARIOUS AGES OF RATS 


Ding Bangyu, Tiang Wenchang, Zhou Bihua and Yaneg Ruikun 
(Kunming Tnstitute of Zo0logy, Academia Sinica) 


We used rats of different days of age to analyse their liver nonhistone 
chromosomal proteins UP and NP by high resolution isoelectric focusing-SD’ 
polyacryjamide gel electrophoresis the proteins spots showed regular changes, 
This paper also discusses the relatonship between the hormone metablic level 


and gene regulation at different stages of devlopment, 


